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(54) Title: QUALITY ENSUREMENT SYSTEM FOR DETECTING MICROORGANISMS 

(54) Bezeichnung: QUALITATSSICHERUNGS SYSTEM ZUM NACHWEIS VON MIKROORGANISMEN 

(57) Abstract: The invention relates to a quality ensurement system for detecting reproducible microorganisms, comprising a) a 
system for enriching microorganisms in a sample in an over-night culture corresponding to 8-24 hours of cultivation in standard 
conditions according to international pharmaceutical statutes, food statutes and cosmetic laws or according to usual market indirect 
methods; b) a kit for detecting living, damaged or dead microorganisms in filterable and/or no n -filterable samples or products, con- 
taining i) at least one reagent containing an inductor and a fluorescent reagent which leads to the formation of a specific enzyme in the 
case of living cells, released a fluorescent dye by means of reaction with a specific fluorescent dye reagent, said dye being detectable; 
ii) at least one nucleic acid probe for detecting microorganisms by in-situ hybridization, wherein the nucleic acid probe is bound 
to a fluorescent marker, wherein a detection limit < 10 CFU/g of is obtained for reproducible microorganisms. The invention also 
relates to the use of the inventive quality ensurement system and to a method for detecting living, damaged or dead microorganisms 
in filterable and/or non-filterable samples or products using the inventive quality ensurement system. 
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(57) Zusammenfassung: Vorgeschlagen wird ein Qualitatssicherungs system zum Nachweis von vermehrungsfahigen Mikroorga- 
nismen enthaltend, a) ein System zur Anreicherung von Mikroorganismen in einer Probe in einer "Ubernachtkultur" entsprechend 8 
bis 24 Stunden Kultivierung unter Standardbedingungen gemass internationalen Arzneimittelgesetzbuchern, Lebensmittelgesetzge- 
bungen und Kosmetikverordnungen oder gemass marktublicher Indirektmethoden b) ein Kit zum Nachweis lebender, geschadigter 
oder toter Mikroorganismen in filtrierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Proben oder Produkten, enthaltend i) mindestens ein Reagenz 
enthaltend einen Induktor und ein Fluoreszenzreagenz das bei lebenden Zellen zur Bildung eines bestimmten Enzyms fiihrt, wel- 
ches durch Reaktion mit einem spezifischen Fluoreszenzfarbstoffreagenz einen Fluoreszenzfarbstoff freisetzt, der detek tierbar wird 
ii) mindestens eine Nucleinsauresonde zum Nachweis von Mikroorganismen uber in-situ Hybridisierung wobei die Nucleinsaure- 
sonde an einem Fluoreszens marker gebunden ist bei dem eine Nachweis grenze fur vermehrungsfahige Mikroorganismen von < 10 
CFU/g erreicht wird. Des weiteren wird die Verwendung des erfindungsgemassen Qualitatssicherungs systems und ein Verfahren 
zum Nachweis lebender, geschadigter oder toter Mikroorganismen in filtrierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Proben oder Produkten 
unter Anwendung des erfindungsgemassen Qualitatssicherungs systems vorgeschlagen. 
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Qualitatssicherungssystem zum Nachweis von 

Mikroorganismen 

5 Gebiet der Erfindung 

Die Erfmdung befmdet auf dem Gebiet des Nachweises von Mikroorganismen und der Quali- 
tatsiiberprufung von filtrierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Produkten sowie zur Beurteilung 
des Hygienezustandes von Produktionsanlagen. 

10 

Stand der Technik 

Die Identifizierung von Mikroorganismen in Produkten konnte lange Zeit nur durch zeitauf- 
wendige Kultivierung und einhergehender Amplifizierung erfolgen, wobei die geforderten 
15 Ergebnisse erst nach 1 bis 2 Wochen vorlagen. Die Kultivierung erfolgte beispielsweise fur 
Bakterien, Pilze und einzellige Algen in den jeweils gtinstigsten Nahrmedien. 

Bei dieser Kontrolle wird uberpriift, wie viele und welche Mikrooganismen pro Volumenein- 
heit im Endprodukt vorhanden sind. Hierbei sind vor allem die vermehrungsfahigen lebenden 
20 Mirkoorganismen von ftiteresse, die eine unerwiinschte Kontamination des Zwischen- oder 
Endproduktes hervorrufen konnen. 

Eine klassische Methode ist beispielsweise die Membranfiltration, bei der die Proben kulti- 
viert und filtriert werden und die Mikroorganismen auf der Membran verbleiben. Auf dieser 
25 Membran werden die Mikroorganismen vermehrt und identifiziert. Weitere Verfahren sind die 
Standprobe und teilweise auch die PCR (polymerase chain reaction). Da die PGR jedoch auch 
bei „nackter"DNA positiv ausfallt, kommt es hier haufig zu falsch positiv Ergebnissen. 

All diese Verfahren haben jedoch den Nachteil, dass die Behandlung der Proben sehr aufwen- 
30 dig ist und erst fruhestens nach mehreren Tagen bis Wochen das Ergebnis bekannt ist. 

Weiterentwicklungen der bekannten Verfahren haben z.B. zu Methoden gefuhrt, die es ermog- 
lichen, in filtrierbaren Produkten wie Getranken tiber die sogenannten „Direct Epifluorescent 
Filter Technique (DEFT)" lebende Zellen direkt zu identifizieren, indem Fluoreszensfarbstof- 
35 fe, welche an DNA binden und so die Synthese der RNA blockieren, in die Zellen gebracht 
werden und die Zellen durch Epifluoreszenzmikroskopie detektiert werden (Kroll, R.; Me- 
thods in Molecular Biology; 1995; 46; S 113-121). In der EP 386051 oder in DE 19841588 
wird beispielsweise beschrieben, wie die DEFT-Methode durch Verwendung von Induktoren 
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zur Bildung bestimmter Enzyme in lebenden Mikroorganismen und anschliefiende Gabe eines 
Fluoreszenzreagenz, welches durch Reaktion mit dem gebildeten Enzym fluoresziert und dann 
detektiert werden kann, abgewandelt werden kann. Diese Methode wird jedoch nur fur den 
Nachweis von coliformen Bakterien oder von Laktobazillen beschrieben. Des weiteren kann 

5 die DEFT-Methode in alien bekannten Abwandlungen nur fur filtrierbare Produkte angewen- 
det werden, was einen groflen Nachteil darstellt. Bei dieser Methode ergibt sich zusatzlich das 
Problem der Nachweisgrenze. Es mussen mindestens zwischen 10 und 1000 Keime pro Fla- 
che, die ausgezahlt wird, vorhanden sein. Diese hohe Zahl an Mikroorganismen in einer Probe 
entspricht jedoch nicht den heutigen Hygieneanforderungen, so dass Systeme notwendig wer- 

10 den, die eine geringere Anzahl von Mikroorganismen in einer Probe schnell und ohne viel 
Aufwand detektierbar machen. 

Fur nichtfiltrierbare Produkte fmdet sich im Stand der Technik eine Methode, die durch in- 
situ Hybridisierung mit fluoreszierenden Nucleinsauresonden zum Nachweis von spezifischen 

15 Mikroorganismen fuhrt. Dieses als „FISH - Floureszens in-situ Hybridisierung" bezeichnete 
Verfahren dient zum Nachweis und zur Lokalisierung jeder Art von Nucleinsauren in Zellen. 
Dabei wird mit Hilfe einer markierten RNA- oder DNA-Sonde eine molekulare Hybridisie- 
rung mit der in den Chromosomen befindlichen DNA/RNA durchgeftihrt. (FISH; Amann, 
R.L, W. Ludwig und K.-H. Schleifer, 1995. Phylogenetic identification and in situ detection 

20 of individual microbial cells without cultivation. Microbial. Rev. 59, S. 143-169; siehe auch 
DE 10160666). Die spezifische Hybridisierung der Sonde wird durch fluoreszensmikroskopi- 
sche Techniken nachgewiesen wie beispielsweise in DE 19936875 beschrieben. 

Die FISH-Technik basiert auf der Tatsache, dass es in Bakterienzellen bestimmte Molekule 
25 gibt, die aufgrund ihrer lebenswichtigen Funktion im Laufe der Evolution nur wenig mutiert 
wurden: Die 16S und die 23 S ribosomale Ribonukleinsaure (rRNS). Beide sind Bestandteile 
der Ribosomen, den Orten der Proteinbiosynthese, und konnen aufgrund ihrer ubiquitaren 
Verbreitung, ihrer GroBe, und ihrer strukturellen und funktionellen Konstanz als spezifische 
Marker dienen. Die rRNA Datenbanken konnen dazu verwendet werden, art- und gattungs- 
30 spezifische Gensonden zu konstruieren. Hierbei werden alle verfugbaren rRNA Sequenzen 
miteinander verglichen und fur bestimmte Sequenzstellen Sonden entworfen, die spezifisch 
eine Bakterienart, -gattung oder -gruppe erfassen. 

Bei der FISH -Technik werden diese Gensonden, die zu einer bestimmten Region auf der ri- 
35 bosomalen Zielsequenz komplementar sind, in die Zelle geschleust. Die Gensonden sind in 
der Regel kleine, 16-20 Basen lange, einzelstrangige Desoxyribonukleinsaurestiicke und rich- 
ten sich gegen eine Zielregion, welche typisch fur eine Bakterienart oder eine Bakteriengruppe 
ist. Findet die fluoreszenzmarkierte Gensonde in einer Bakterienzelle ihre Zielsequenz, so 
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bindet sie daran und die Zellen konnen aufgrund ihrer Fluoreszenz im Fluor eszenzmikroskop 
detektiert werden. 

Untersuchungen belegen jedoch, dass durch groBe Populationsschwankungen statistische 
5 Probleme bei der Probenahme bei diesen Methoden auftreten. Auch hier ergibt sich die 
Schwierigkeit der Nachweisgrenze, denn auch hier sind mindestens zwischen 10 und 1000 
Keime pro Flache, die ausgezahlt wird, notwendig urn aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. 
Diese hohe Zahl an Mikroorganismen in einer Probe entspricht nicht den heutigen Hygiene- 
standards. 

10 

Obwohl laut internationalem Arzneimittelgesetzbuch (Ph. Eur.) eine Nachweisgrenze von 
< 100 CFU/g noch akzeptabel und hinreichend ist fiir den Vertrieb von Produkten, erwartet 
die Industrie und der Verbraucher heute eine weit geringere Nachweisgrenze bzw. sind die 
Hygieneanforderungen an Produkte heute so hoch, dass eine Nachweisgrenze < 10 CFU/g 
15 unausweichlich ist und eine Nachweisgrenze < 1 CFU/g angestrebt werden sollte. 

Die Methoden zum Nachweis und zur Quantifizierung von Mikroorganismen miissen immer 
sensitiver und bedienungsfreundlicher werden, urn den Anforderungen an schnellen Nach- 
weismethoden mit hoher Effizienz, niedrigen Nachweis grenzen und geringem Aufwand fur 

20 moglichst viele unterschiedliche Mikroorganismen gerecht zu werden. Dabei ist es oftmals 
ausreichend, wenn zunachst nur ein „Abwesenheitstest" durchgefuhrt wird (Ja/Nein-Test) und 
getestet wird, ob uberhaupt Mikroorganismen in der Probe enthalten sind, bevor diese taxo- 
nomisch bestimmt werden. Es ist zu zeitaufwendig und fordert zuviel Laborkapazitat, wenn 
fur die unterschiedlichsten Mikroorganismen viele Nachweismethoden angewendet werden 

25 miissen oder aus dem Angebot der unterschiedlichsten Methoden auf dem Markt die jeweils 
effektivste gewahlt werden muss. 

Der Erfmdung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein System zur Verfugung zu stellen, mit 
dem sowohl filtrierbare als auch nicht filtrierbare Proben und Produkte untersucht werden und 

30 durch ein schnelles Verfahren der quantitative Nachweis verschiedenster Mikroorganismen 
sowohl lebend als auch tot moglich wird. Das System sollte es ermoglichen, Mikroorganismen 
mit einer Nachweisgrenze von < 10 CFU/g in der gewahlten Probenmenge nachzuweisen. Das 
System sollte nicht nur speziell fur einen Organismus anwendbar sein, sondern einen generel- 
len Nachweis fiir Mikroorganismen in Proben und Produkten zur Verfugung stellen. Mit dem 

35 System sollte es auch moglich sein, den Hygienezustand von Produktionsanlagen zu uberprii- 
fen. 
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Beschreibung der Erfindung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Qualitatssicherungssystem zum Nachweis von vermehrungs- 
fahigen Mikroorganismen enthaltend, 
5 a) ein System zur Anreicherung von Mikroorganismen in einer Probe in einer "Uber- 

nachtkultur" entsprechend 8 bis 24 Stunden Kultivierung unter Standardbedingungen 
gemafi internationalen Arzneimittelgesetzbiichern (beispielsweise Ph.Eur.), Lebens- 
mittelgesetzgebungen, Kosmetikverordnungen oder gemaB marktublicher Indirektme- 
thoden, wie beispielsweise eine Indirektmethode bei der das beim Wachstum der Mik- 
10 roorganismen entstehende CO2 bestimmt wird 

b) ein Kit (aus dem englischen = Baukasten, Bausatz) zum Nachweis lebender, gescha- 
digter oder toter Mikroorganismen in filtrierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Produk- 
ten, enthaltend 

i) mindestens ein Reagenz enthaltend einen Induktor und ein Fluoreszenzreagenz das 
15 bei lebenden Zellen zur Bildung eines bestimmten Enzyms fuhrt, welches durch 

. Reaktion mit einem spezifischen Fluoreszenzreagenz einen Fluoreszenzfarbstoff 
freisetzt, der detektierbar wird, 

ii) mindestens eine Nucleinsauresonde zum Nachweis von Mikroorganismen iiber in- 
situ Hybridisierung wobei die Nucleinsauresonde an einem Fluoreszensmarker ge- 

20 bunden ist, 

bei dem eine Nachweisgrenze fur vermehrungsfahige Mikroorganismen von < 10 CFU/g er- 
reicht wird. 



Bei den herkommlichen Testmethoden werden in der Regel nur 0,1 g und max. 1 g der Probe 
25 entnornmen und^die"Tests^ufchgefl^ efgibrsichr ein extremes~stmMi^lW 

und idealerweise sollte ein moglichst groBes Probenvolumen untersucht werden. Die her- 
kommlichen Testmethoden lassen jedoch nur eine Probenmenge in der genannten GroBenord- 
nung zu. 

Die Kultivierung in „Ubemachtkulturen" entspricht zum einen den Standardmethoden, welche 
30 in dem internationalen Arzneimittelgesetzbuchern, Lebensmittelgesetzgebungen und Kosme- 
tikverordnungen vorgeschrieben sind. Eine Ubernachtkultur bedeutet dabei speziell, dass die 
Proben zwischen 8 und 24 Stunden, bevorzugt zwischen 10 und 20 Stunden und insbesondere 
zwischen 12 und 15 Stunden kultiviert werden. Die Standardbedingungen der Kultivierung 
sind dem Gesetzestext zu entnehmen. Geringfugige Abweichungen beispielsweise in den 
35 Konzentrationen der Nahrmedienbestandteile, der Temperatur oder sonstiger Parameter der 
Standardmethoden fur die Kultivierung sollen jedoch vom erfindungsgemafien Qualitatssiche- 
rungssystem eingeschlossen sein. Ebenso sind eventuelle Anderungen im Gesetzestext fur das 
erfindungsgemafle System anwendbar. Die Bedingungen mtissen jedoch jeweils dokumentiert 
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werden damit eine Nachweisgrenze fur vermehrungsfahige Mikroorganismen bestimmbar 
wird. So ist es von groBer Bedeutung, welche Probenmenge eingesetzt wird. 
Als alternative Standardmethode zu den Methoden aus dem internationalen Arzneimittelge- 
setzbiichern, Lebensmittelgesetzgebungen und Kosmetikverordnungen konnen erfmdungsge- 
5 maB auch marktiibliche Indirektmethoden zur Anreicherung verwendet werden. Eine beispiel- 
hafte Indirektmethode bestimrnt das beim Wachstum der Mikroorganismen entstehende CO2 
durch Adsorption auf einer Membran und photometrischer Bestimmung in der Inkubations- 
kammer. Diese Methode wird beispielsweise unter der Bezeichnung BacT/ALERT® von der 
Firma BioMerieux vermarktet. 
10 Die Methode ist sehr sensitiv und zeigt eine potentielle Kontamination spatestens nach Uber- 
nachtkultur an, so dass das analytische Ergebnis spatestens nach 24 Stunden vorliegt 

Bei dieser Methode wird das zu untersuchende (ggf. verdiinnte) Material steril in eine Nahr- 
medienampulle eingesetzt. Die Atnpulle wird in eine Probenzelle innerhalb einer beheizbaren 

15 Inkubations-Kammer eingesetzt. 

Die Atnpulle verfugt tiber eine gasdurchlassige Membran, die mit einer Nachweiskammer 
verbunden ist. In der Nachweis-Kammer befmdet sich ein Indikator, der das beim Wachstum 
von Zellen entstehende C0 2 uber die Membran adsorbiert und dessen Umschlag photomet- 
risch in der Inkubationskammer gemessen wird. 

20 Die so gewonnenen Messignale werden auf elektronischem Weg fur jede Probenzelle doku- 
mentiert und in „Wachstumskurven" (Zeit vs. C0 2 - Gehalt ) umgesetzt. 

Diese Methode wird heute bereits in der Medizin eingesetzt zur Sterilitatskontrolle von Blut- 
bankproben, Blutkonserven, Knochen, Gewebestucken und anderen medizinisch relevanten 
25 Materialien. 

Die Anwendung zur mikrobiologischen Qualitatssicherung von erfindungsgemaBen Proben 
wurde noch nicht beschrieben und erfindungsgemaB getestet. 

Die Methode eignet sich fur alle wassermischbaren und nicht wassermischbaren Fliissigkeiten 
30 sowie fur Emulsionen, wachshaltige Perlglanze, Ole, Pasten und Feststoffe. 

Eine definierte Menge - in der Regel 1 g - einer zu untersuchenden Probe wird unter sterilen 
Bedingungen in die Flussigkeitskammer gegeben und zwischen 15° und 40°C 5 vorzugsweise 
bei 30°C, inkubiert. Sofem die Probe Keime enthalt, werden sich diese unter C0 2 Entwick- 
35 lung vermehren. Bei einem Befall von 1-100 Keimen pro ml ist die Gasbildung nach etwa 
10 Generationszyklen und ca. ab 2 Stunden registrierbar. Im Positivfall kann sofort mittels der 
Reagenzien aus b i) oder b ii) und dem entsprechenden Verfahren das Material weiter analy- 
siert werden 
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Sobald ein positiver Hinweis auf Kontamination vorliegt, kanii der Typus der Kontamination 
verifiziert werden. 

ErfmdungsgemaB werden 1 bis 10 g, bevorzugt 5 g der zu untersuchenden Probe bzw. des zu 
5 untersuchenden Produktes in 100 bis 1000 ml Standardlosung suspendiert und in der Uber- 
nachtkultur angereichert. Diese Behandlung ist oftmals notwendig, da die Proben teilweise 
selbst hemmende Wirkung auf Mikroorganismen besitzen konnen. Um dennoch eine sehr 
geringe Keimpopulation nachweisen zu konnen, die die gewunschte Qualitat des Produktes 
bei langerer Lagerung in Bezug auf Hygieneanforderungen zerstoren konnte, bedarf es einer 

10 Methode, die nach Verdunnung der Probe diese Keime noch nachweisen kann. Hierbei ergibt 
sich jedoch das Problem der Nachweisgrenze, denn nach Verdunnung ist die Gesamtzahl der 
Mikroorganismen fur die sofortige Anwendung der Testmethoden DEFT oder FISH zu gering, 
um eine Abweseriheitsprufung durchfuhren zu konnen. Die erste Anforderung an das Quali- 
tatssicherangssystem, eine Abwesenheitsprufung fur vermehrungsfahige Mikroorganismen 

15 oder anders gesagt eine Ja/Nein-Bestimmung fiir vermehrungsfahige Mikroorganismen bereit- 
zustellen, wird dadurch gegeben, dass durch die Ubernachtkultur eine Nachweisgrenze von < 
10 CFU/g erreicht wird. Insbesondere wird durch die angewendete Probenvorbereitung aus 5 
bis 10 g Probe in 100 bis 1000 ml Standardlosung eine Nachweisgrenze von < 1 CFU/g er- 
reicht, bzw. < 1 CFU/5g erreicht. Die von dem intemationalem Arzneimittelgesetz geforderte 

20 Minde s tnachwei s gr enz e von < 100 CFU/g wird damit deutlich unterschritten. Damit kann der 
heutige Hygienestandard, der fiir viele Produkte vom Verbraucher und von der Industrie ge- 
fordert wird, eingehalten werden, weil ein Qualitatssicherungssystem entwickelt wurde, was 
den schnellen Nachweis von geringsten Populationen vermehrungsfahiger Mikroorganismen 
moglich macht. 

25 Durch die Kombination^on~zwei~Nachweismethoden in einem~K3twdrd~esndeT^^ 

moglich, direkt und parallel unterschiedliche Proben, Zwischenprodukte und Endprodukte zu 
testen. So kann wahrend eines Herstellungsprozesses in jeder Phase jedes Zwischenprodukt 
unabhangig von der Konsistenz auf das Vorhandensein von Mikroorganismen untersucht wer- 
den. 

30 Der Nachweis von Mikroorganismen im Sinne der Erfindung bedeutet zum einen eine „Ja — 
Nein"-Bestimmurig zur Beantwortung der Frage, ob sich unerwunschte Mikroorganismen in 
den zu untersuchenden Proben oder Produkten befinden und zum anderen anschlieBend je 
nach untersuchter Probe oder Produkt die genaue Identifizierung des detektierten Mikroorga- 
nismus. Welcher jtNTachweis erbracht wird, ist abhangig von der Konsistenz der Probe oder des 

35 Produktes und damit von dem zu verwendenden Reagenz und der zu verwendenden Nuclein- 
sauresonde. 

Unter den Begriffen Proben und Produkte werden erfmdungsgemaB sowohl Zwischenpro- 
dukte als auch Endprodukte verstanden. Unter dem Begriff „Proben" kann des weiteren auch 
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ein Anteil oder Teil eines Zwischenproduktes oder Endproduktes verstanden werden, bei- 
spielsweise der fltissige oder feste Anteil eines heterogenen Produktes oder Zwischenproduk- 
tes bevorzugt nach jeweils definierten Reaktionszeiten insbesondere zur Kontrolle eines ge- 
samten Herstellungsprozesses. ErfmdungsgemaB werden unter „Proben" ebenfalls beispiels- 
5 weise Ruckstande von Reinigungsprozessen an Produktionsanlagen verstanden. Unter End- 
produkte wird erfmdungsgemaB sowohl das Endprodukt fur den Verbraucher als auch das 
Rohprodukt verstanden, welches zum Verkauf steht und fur die Herstellung von Endproduk- 
ten fur den Verbraucher verwendet wird. 

Proben konnen ebenfalls aus Industrieanlagen zur Effektivitatsprufung nach einer Desinfekti- 
10 on stammen. Industrieanlagen werden regelmaBig mit Dampf oder mit chemischen Mitteln 
(Hypochlorite oder Wasserstoffperoxid) desinfiziert. Die Effektivitatspriifung erfolgt - wenn 
uberhaupt - bislang uber klassische Verfahren. Oftmals werden allerdings Erfahrungswerte zur 
Wirksamkeit zugrunde gelegt, da die klassische Priifung zu aufwendig ist. Mit dem erfin- 
, dungsgemaBen System und Verfahren kann hier effektiv und schnell der Erfolg der Desinfek- 
15 tion gepriift werden. 

Im Sinne der Erfindung bedeutet ^filtrierbare" Probe oder Produkt, dass diese durch Filter mit 
0,45 lira Porendurchmesser durchgangig sind. Sie sollten also keine Oltropfchen oder Fest- 
stoffpartikel oder ahnliches enthalten. 

20 

In einer besonderen Aus fuhrungs form der Erfindung wird aus dem erfindungsgemaBen Kit 
das Reagenz aus b i) fur filtrierbare fltissige Proben und Produkte oder fur filtrierbare fliissige 
Anteile der zu untersuchenden Proben und Produkte zum Nachweis von lebenden Mikroorga- 
nismen eingesetzt. Indirekt konnen so auch tote Mikroorganismen nachgewiesen werden. 

25 Bei dieserNachweismethode wird der Stoffwechselweg von der Induktion zur Bildung eines 
Enzyms durch die Aufhahme einer spezifischen Substanz untersucht. Die Induktion geschieht 
durch ein Reagenz enthaltend einen Induktor und ein Fluoreszenzreagenz, welches die Zell- 
membran passieren kann woraufhin intrazellular die induzierten Enzyme die hochfluoreszie- 
rende Verbindung entstehen lassen. Zellen ohne intakter Zellmembran oder aktiven Stoff- 

30 wechsel konnen das fluoreszierende Reaktionsprodukt nicht bilden und zeigen keine Fluores- 
zenz. Durch die Verwendung eines weiteren farbigen Reagenzes, welches sich in den toten 
Zellen anreichert da eine Reaktion durch das induzierte Enzym nicht stattfinden kann, ist eine 
Unterscheidung zwischen toten und lebenden Zellen moglich. 

Erst wenn der Nachweis des Enzyms durch die Bildung des fluoreszierenden Reaktionspro- 
35 duktes gelingt, ist sichergestellt, dass dieser Stoffwechselweg funktioniert und damit kann 
diesen Zellen ein funktionsfahiger Stoffwechsel und eine Vermehrungsfahigkeit zugeschrie- 
ben werden. Ein Ergebnis liegt bereits nach ca. einer Stunde vor. Zur Trennung der Zellen von 
den filtrierbaren Proben oder Produkten werden bevorzugt Membranfilter, insbesondere Poly- 



7 



WO 2005/087944 



PCT/EP2005/002209 



carbonatfilter einer PorengroBe von 0,2 bis 1,20 pm, bevorzugt 0,45 jlxiti genutzt. Wenn es 
moglich ist, konnen die zu untersuchenden Proben und Produkte auch in geeigneter Weise 
verflussigt werden. Zu dieser Probe wird ein Induktor des gesuchten Enzyms zugesetzt und 
anschlieBend ein Fluoreszenzreagenz, welches erst nach Reaktion mit dem gesuchten und in- 

5 duzierten Enzym seine Fluoreszenz entwickelt 

Zu diesen spezifischen Fluoreszenzreagenzien zahlt beispielsweise Fluorescindigalactosid 
zum Nachweis von Galactosidase welches durch Galactose als Induktor induziert wurde. Mit 
diesen Induktor und Fluoreszensreagenz konnen Lactobazillen und coliforme Bakterien wie 
Escherichia coli, Aeromonas, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pseudomonaden und wei- 

10 tere Prozesswasser-relevante Keime nachgewiesen werden. 

Zu den Fluoreszensreagenzien zahlen erfindungsgemaB 4-Methylumbelliferon-Derivate, die 
speziell ftir bestimmte Enzyme derivatisiert werden. Beispielsweise findet 4- 
Methylumbelliferonheptanoat fur den Nachweis von Lipase oder Esterase Anwendung. Fur 
15 den Nachweis von Galactosidase kann auch 4-Methylumbelliferon-p-D-galactosid angewen- 
det werden. Die Losung wird dann durch die beschriebenen Mikrofilter filtriert und fluores- 
zensoptisch mit Hilfe eines Epifluoreszenzmikroskops untersucht. 

In einer weiteren Anwendungsform werden die Indikatoren und Fluoreszensreagenzien zu den 
Rtickstanden auf dem Filter gegeben. 

20 

In einer weiteren Ausfuhrungsform wird aus dem Kit die Nucleinsauresonde aus b ii) sowohl 
fur filtrierbare fltissige Proben und Produkte als auch fur nichtfiltrierbare Proben und Produk- 
te als auch fur Gemische aus filtrierbaren und nichtfiltrierbaren Proben und Produkten zum 
Nachweis von lebenden Mikroorganismen eingesetzt. 

Bei der Nukleinsauresonde im Sinne der Erfindung kann es sich um eine DNA- oder RNA- 
Sonde handeln, die in der Regel zwischen 12 und 1000 Nukleotide, bevorzugt zwischen 12 
und 500, bevorzugter zwischen 12 und 200, besonders bevorzugt zwischen 12 und 50 und 
zwischen 15 und 40, und am meisten bevorzugt zwischen 17 und 25 Nukleotide umfassen 

30 wird. Die Auswahl der Nukleinsauresonden geschieht nach den Gesichtspunkten, ob eine 
komplementare Sequenz in dem nachzuweisenden Mikroorganismus vorliegt. Durch diese 
Auswahl einer definierten Sequenz, kann dadurch eine Bakterienart, eine Bakteriengattung 
oder eine ganze Bakteriengruppe erfasst werden. Komplementaritat sollte bei einer Sonde von 
15 Nukleotiden uber 100% der Sequenz gegeben sein. Bei Oligonukleotiden mit mehr als 15 

35 Nukleotiden sind ein bis mehrere Fehlpaarungsstellen erlaubt. 

Die Nucleinsauresonden aus dem erfindungsgemaBen Kit sind in der Lage, durch unspezifi- 
sche Nucleinsauresonden unspezifisch Mikroorganismen nachzuweisen. Damit kann die oft 
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gestellte Frage geklart werden, ob sich unerwiinschte Mikroorganismen in Proben oder Pro- 
dukten befinden, ohne den Mikroorganismus genau zu charakterisieren. 

Die Hybridisierungsbedingungen und die Dauer der Hybridisierung werden je nach Produkt 
und zu untersuchender Probe in Abhangigkeit von der Nucleinsauresonde angepasst. 

5 

Als detektierbare Marker fur die Nucleinsauresonden werden z. B. fluoreszierende Gruppen 
wie z. B. CY2 (erhaltlich von Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA), CY3 
(ebenfalls erhaltlich von Amersham Life Sciences), CY5 (ebenfalls zu beziehen von Amers- 
ham Life Sciences), FITC (Molecular Probes Inc., Eugene, USA), FLUOS (erhaltlich von Ro- 
10 che Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), TRITC (erhaltlich von Molecular Probes 
Inc. Eugene, USA), 6-FAM oder FLUOS-PRIME verwendet. 

Das erfindungsgemaBe Qualitatssicherungssystem kann zum Nachweis von gram pos. 
und/oder gram neg. Bakterien und/oder Hefen und/oder Schimmelpilzen und/oder Algen ver- 
15 wendet werden. 

Zu den gram-pos. Bakterien zahlen neben den umweltrelevanten auch medizinisch relevante 
Keime wie beispielsweise Staphylokokken, Streptokokken, Milzbrand-, Starrkrampf-, Milch- 
saure-, Diphtherie-, Schweinerotlauf- oder Heubakterien. Zu den gram-neg. Bakterien zahlen 
ebenfalls neben den umweltrelevanten auch medizinisch relevante Keime wie Gonokokken, 
20 Meningokokken, Legionellen, Coli-, Typhus-, Rur- und Pestbakterien. Zu den umweltrelevan- 
ten und Mensch-assoziierten Keimen gehoren unter anderem prozesswasserspezifische Keime 
wie Pseudomonaden, Burkholderien, Raoultellen, Klebsiellen, Corynebakterien und Bazillus- 
Arten. 

In der mikrobiologischen Freigabe von Fertigprodukten kann durch das erfindungsgemaBe 

25 Verfahren mit dem Reagenzr aus b i)ndesiSts^ie-Wrederfin^ 

gezielt angeimpften Produkten ermittelt werden. Neben Bakterien werden durch Anwendung 
des erfindungsgemaBen Verfahrens auch Hefen und Schimmelpilze erfassbar. Als haufig an- 
gewendete S t andardkeime zur gezielten Animpfung die zum Teil auch in den intemationalen 
Pharmakopoen genannt sind, konnen eingesetzt und detektiert werden: Pseudomonas aerugi- 

30 nosa, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Staphylococcus aureus, Candida albicans, 
Aspergillus niger, Salmonella, Bacillus subtilis. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfmdung ist die Verwendung des erfindungsgemaBen Qualitats- 
sicherungssystems zum Nachweis von Mikroorganismen und zur Qualitatsuberprafung von 
35 filtrierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Proben oder Produkten sowie zur Beurteilung des Hy- 
gienezustandes von Produktionsanlagen. Die zu untersuchenden filtrierbaren und/oder nicht- 
filtrierbaren Proben oder Produkte sind ausgewahlt aus der Gruppe, die gebildet wird aus Roh- 
produkten, Kosmetikprodukten, pharmazeutischen Zubereitungen, Nahrungsmitteln, Nah- 
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rungserganzungsmitteln, Textilhilfsmitteln, Wasch- und Reinigungsmitteln sowie Farben und 
Lacke. 

Unter Rohprodukte werden im Sinne der Erfindung Produkte verstanden, die zur Herstellung 
von Endprodukte fur den Verbraucher verwendet werden. Hierbei kann es sich urn Tenside, 
Olkorper, Emulgatoren, Perlglanzwach.se, Konsistenzgeber, Verdickungsmittel, Uberfet- 
tungsmittel, Stabilisatoren, Polymere, Siliconverbindungen, Fette, Wachse, Lecithine, 
Phospholipid^ UV-Lichtschutzfaktoren, Antioxidantien, Deodorantien, Antitranspirantien, 
Antischuppenmittel, Filmbildner, Quellmittel, Insektenrepellentien, Selbstbrauner, Tyrosina- 
seinhibitoren (Depigmentierungsmittel), Hydrotrope, Solubilisatoren, Konserviemngsmittel, 
Parfumole, nichtfiltrierbare O/W- und W/O-Emulsionen handeln. Prozesswasser ist ebenfalls 
als Rohstoff zu sehen. 

Bei den Kosmetikprodukten kann es sich beispielsweise um Salben, Cremes, Lotionen, 
Shampoo, Conditioner, Duschgels, Badezusatze, dekorative Kosmetik wie Make up, Lidschat- 
ten, Lippenstift, Nagellack oder ahnliches handeln. Die pharmazeutischen Zubereitungen 
koiinen in Form von Saften, Cremes, Salben, Lotionen, Suspensionen, Tinkturen, Tropfen 
oder ahnliches vorliegen. 

Die Nahrungsmittel sind bevorzugt Milch oder Milchprodukte, Back- oder Fleischwaren, 
Getranke wie Mineralwasser, Bier, Limonade oder Fruchtsaft. Als Nahrungserganzungsmit- 
tel werden bevorzugt Vitaminlosungen, ungesattigte Fettsauren insbesondere konjugierte Li- 
nolsauren, Konservierungsmittel oder Antioxidantien genannt. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum Nachweis von Mikroorganis- 
men in filtrierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Produkten bei dem das erfmdungsgemafle Qua- 
litatssicherungssystem angewendet wird, indem man die Proben 

a) zur Anreicherung von Mikroorganismen in einer "Ubernachtkultur" entsprechend 8 
bis 24 Stunden kultiviert unter Standardbedingungen gemaB internationalen Arz- 
neimittelgesetzbuchern, Lebensmittelgesetzgebungen und Ko smetikver or dnungen 
und 

b) ein Kit zum Nachweis lebender, geschadigter oder toter Mikroorganismen in filt- 
rierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Proben oder Produkten anwendet, indem man 
die angereicherte Probe 

i) mit einem Reagenz enthaltend einen Induktor und ein Fluoreszenzreagenz in- 
kubiert, welches in den Zellen die Bildung eines speziellen Enzyms induziert 
und dabei aus einem Fluoreszenzreagenz eine fluoreszierende Verbindung ent- 
stehen lasst, und/oder 

ii) nach Fixieren der Bakterien diese mit einer Nucleinsauresonde inkubiert, wel- 
che mit einem Fluoreszensmarker versehen ist um eine Hybridisierung herbei- 
zufuhren und 
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c) die Fluoreszens der Proben detektiert und mit der Anzahl der Zellen korreliert wo- 
bei die Anzahl der Zellen bestimmbar wird und beim Einsatz von b) i) zwischen 
to ten und lebenden Zellen unterschieden werden kann. 

5 

Im Sinne der vorliegenden Erfmdung wird unter "Fixieren" der Bakterien eine Behandlung 
verstanden, mit der die Bakterienhulle fur Nukleinsauresonden durchlassig gemacht wird. Zur 
Fixierung wird ublicherweise Ethanol verwendet. Es kann jedoch auch Methanol, Mischungen 
von Alkoholen, eine niederprozentige Paraformaldehydlosung oder eine verdtinnte Formalde- 

10 hydlosung, enzymatische Behandlungen oder ahnliches verwendet werden. 

Fur die "Hybridisierung" werden im Sinne der Erfindung die fixierten Bakterien mit fluores- 
zenzmarkierten Nukleinsauresonden inkubiert. Diese Nukleinsauresonden, die aus einem Oli- 
gonukleotid und einem daran gebundenen Marker bestehen, konnen dann die Zellhiille penet- 
rieren und sich an die der Nukleinsauresonde entsprechenden Zielsequenz im Zellinneren bin- 

15 den. Die erfindungsgemaBen Nukleinsauresonden konnen mit verschiedenen Hybridisierungs- 
losungen eingesetzt werden. Verschiedene organische Losungsmittel konnen hierbei in Kon- 
zentrationen von 0-80% eingesetzt werden. Durch das Einhalten von stringenten Hybridisie- 
rungsbedingungen wird gewahrleistet, dass die Nukleinsauresonde auch tatsachlich mit der 
Zielsequenz hybridisiert. Moderate Bedingungen im Sinne der Erfindung sind z. B. 0% For- 

20 mamid in einem Hybridisierungspuffer wie er nachfolgend beschrieben ist. Stringente Bedin- 
gungen im Sinne der Erfindung sind beispielsweise 20-80% Formamid im Hybridisie- 
rungspuffer. 

Eine typische Hybridisierungslosung enthalt 0%-80% Formamid, bevorzugt 20%-60% For- 
mamid, besonders bevorzugt 35% Formamid. Sie hat auBerdem eine Salzkonzentration von 

25 0,1 mol/1-1,5 mol/lrbevorzugtn^^ 

besonders bevorzugt von 0,9 mol/1, wobei es sich bei dem Salz vorzugsweise urn Natrium- 
chlorid handelt. Weiter umfasst die Hybridisierungslosung tiblicherweise ein Detergens, wie 
z. B. Natriumdodecylsulfat (SDS) 5 in einer Konzentration von 0,001%- 0,2%, vorzugsweise 
in einer Konzentration von 0,005-0,05%, bevorzugter von 0,01—0,03%, besonders bevorzugt 

30 in einer Konzentration von 0,01%. Zum Puffern der Hybridisierungslosung konnen verschie- 
dene Verbindungen wie Tris-HCl, Natrium-Citrat, PIPES oder HEPES verwendet werden, die 
tiblicherweise Konzentrationen von 0,01-0,1 mol/1 eingesetzt werden, bevorzugt von 0,01 bis 
0,08 mol/1, in einem pH- Wert-Bereich. von 6,0-9,0, bevorzugt 7,0 bis 8,0. Die besonders be- 
vorzugte erfindungsgemaBe Ausftihrung der Hybridisierungslosung beinhaltet 0,02 mol/1 Tris- 

35 HC1, pH 8,0. 

Die Konzentration der Sonde kann je nach Markierung und Anzahl der zu erwartenden Ziel- 
struktur stark schwanken. Um eine schnelle und effiziente Hybridisierung zu ermoglichen, 
sollte die Sondenmenge die Anzahl der Zielstrukturen um mehrere GroBenordnungen iiber- 
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schreiten. Allerdings ist bei der Fluoreszenz in situ-Hybridisierung (FISH) darauf zu achten, 
dass eine zu hohe Menge an fluoreszenzmarkierter Hybridisierungssonde zu erhohter Hinter- 
grundfluoreszenz fuhrt. Die Menge an Sonde sollte deshalb in einem Bereich zwischen 0,5 
ng/ 1 und 500 ng/ 1, bevorzugt zwischen 1,0 ng/ 1 und 100 ng/ 1 und besonders bevorzugt bei 1, 
5 0-50 ng/ 1 liegen. 

Die Dauer der Hybridisierung betragt iiblicherweise zwischen 10 Minuten und 12 Stunden; 
bevorzugt erfolgt die Hybridisierung fur etwa 1,5 Stunden. Die Hybridisierungstemperatur 
betragt bevorzugt zwischen 44°C und 48°C, besonders bevorzugt 46°C, wobei der Parameter 
der Hybridisierungstemperatur, wie auch die Konzentration an Salzen und Detergenzien in der 

10 Hybridisierungslosung in Abhangigkeit von den Nukleinsauresonden, insbesondere deren 
Langen und dem Grad der Komplementaritat zur Zielsequenz in der nachzuweisenden Zelle 
optimiert werden kann. Nach erfolgter Hybridisierung werden die nicht hybridisierten und 
iiberschiissigen Nukleinsauresondenmolekiile mittels einer herkommlichen Waschldsung ent- 
fernt bzw. abgewaschen. Diese Waschlosung kann, falls gewiinscht 0,001-0,1% eines Deter- 

15 gens wie SDS, wobei eine Konzentration von 0,01% bevorzugt wird, sowie Tris- HC1 in einer 
Konzentration von 0,001-0,1 mol/1, bevorzugt 0,01-0,05 mol/1, besonders bevorzugt 0,02 
mol/1, enthalten. Weiter enfhalt die Waschlosung iiblicherweise NaCl, wobei die Konzentrati- 
on je nach benotigter Stringenz von 0,003 mol/1 bis 0,9 mol/1, bevorzugt von 0,01 mol/1 bis 
0,9 mol/1, betragt. Des Weiteren kann die Waschlosung EDTA in einer Konzentration bis zu 

20 0,01 mol/1 enthalten, wobei die Konzentration vorzugsweise 0,005 mol/1 betragt. Des weiteren 
werden zur Waschlosung noch Pufferlosungen eingesetzt, die den Hybridisierungspuffer in 
einer geringeren Salzkonzentration entsprechen. 

Das "Abwaschen" der nicht gebundenen Nukleinsauresondenmolekiile erfolgt iiblicherweise 
bei einer Temperatur im Bereich von 30°C bis 50°C, bevorzugt von 44°C bis 50°C und be- 
25 senders bevorzugt bei 46°e fur'eine Dauer von 10-40 Minuten, "vorzugsweise-fur r5-MinutenT~ 
Das Ergebnis bei Verwendung des er findungs gemaB en Kits liegt nach 24 bis 48 Stunden vor. 
Die jeweiligen mit Fluoreszensreagenz oder Fluoreszenzmarker behandelte Proben oder Pro- 
dukte werden anschlieflend mit Hilfe eines Mikroskops, bevorzugt eines Epifluoreszens- 
mikroskops optisch detektiert 

30 
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Beispiele 



Beispiel 1: Qualitats analyse von filtrierbaren Produkten mit der besch riebenen Verfah- 
5 renskombination 

Die Analysendauer liegt in der Regel bei 10 - 24 Stunden. 

1. Probenvorbereitung 

Alle Arbeiten haben unter sterilen / aseptischen Bedingungen zu erfolgen. 
10 10 g einer zu untersuchenden Probe werden steril eingewogen und gemaB Ph.Eur. 2.6.12. 
bzw. 2.6.13 in 90 ml THLC1 -Bouillon homogen vermischt. Die Losung wird uber einen 0,45 
jxl Membranfilter steril filtriert, das Filtrat wird verworfen. Der Filter wird mit 200 ml steriler 
Pufferlosung nachgespillt. Auf dem Filter sind alle Keime, die ggf. in lOg Produkt enthalten 
sind, zuruckgehalten. 

15 AnschlieBend entnimmt man den Filter und uberfuhrt ihn komplett in ein steriles GefaB mit 20 
ml CASOBouillon (zur Bakterienanreicherung) oder Sabouraud Bouillon (zur Anreicherung 
von Hefen und Schimmelpilzen) (klassische Ubernachtkultur) oder in eine BacT/ALERT® 
Flasche (Lym-Flasche mit 20 ml der jeweiligen Bouillon). Das BacT/ALERT® System eignet 
sich nicht fur Proben, die bekanntermaBen zur autokatalytischen Freisetzung von C0 2 neigen, 

20 ohne dafi mikrobielle Wechselwirkungen vorliegen. Bei den meisten kosmetischen und indus- 
triell genutzten Rohstoffen ist dies nicht der Fall. 

Die so vorbereiteten Proben werden uber Nacht bei 30 ± 5°C inkubiert. Bei Verdacht der 
Kontamination mit langsam wachsenden Organismen kann die in der Regel 8 stundige Voran- 
reicherung auch bis zu 24 Stunden dauern. 

25 

2. Optische Prufung der Anreicherungskultur bzw. Auswertung des Bact Alert Systems: 

Sofem durch Mikroorganismen-Wachstum eine Triibung in der Anreicherungsbouillon erfolgt 
oder eine C0 2 Entwicklung im BacT/ALERT® -System zu messen ist, wird die Probe mit der 
FISH Technik weiter analysiert und eine Grobeinstufung in gram positive und gram negative 
30 Organismen vorgenommen, u.U. auch bis zur Keimspecies analysiert (vgl. Beispiel 2 : Nicht 
filtrierbare Produkte). Wenn keine Wachstum in der Anreicherung bzw. keine C0 2 Entwick- 
lung im BacT/ALERT® -System zu beobachten ist, erfolgt eine Ergebnisverifizierung mittels 
DEFT Verfahren. 

35 3. DEFT Prufung auf Anwesenheit von Mikroorganismen 

Aus der Anreicherungskultur werden 10 ml - dies entspricht einer Ausgangsproduktmenge 
von 5 g - mit einer sterilen Spritze entnominen und liber einen 0,45 urn Polycarbonatfilter 
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filtriert. Der Polycarbonatfilter, auf dem die angereicherten Zellen liegen, wird auf ein den 
Fluoreszenzfarbstoff-haltigen DEFT-PAD gelegt und fur 8 - 15 min bei 20- 37 °C in einer 
feuchten Kammer inkubiert. Dabei geht der Farbstoff von dem PAD auf die Zellen iiber, wah- 
rend der Hintergrund des Polycarbonatfilters nicht angefarbt wird. 
5 Nach der Inkubation wird der Filter vom Pad gelost und auf einen Objekttrager gelegt. Die 
Farbreaktion wird anschliefiend mit einer Fixierfliissigkeit gestoppt. 

Das Praparat wird anschliefiend im Fluoreszenzmikroskop mit 100 facher Vergrofierung auf 
das Vorhandensein von angefarbten Zellen uberpriift. Dabei wird der Filter komplett gescannt. 
Der Hintergrund des Filters muss dunkel sein. Die mitgefuhrten Positiv- und Negativkontrol- 
10 len miissen eindeutige Ergebnisse liefern 



4. Ergebnis: 

Werden rote Zellen detektiert, war das Praparat mit bereits abgestorbenen Zellen versetzt. In 
der Regel kommen solche Zellen aus der Umwelt und sind fur die Qualitat eines Praparates 
15 nicht relevant. Ausgenommen sind Produkte fur die Parenteral-Anwendung. Hier sollte das 
Praparat weder rot noch grim fluoreszierende Zellkorper enthalten. 

Werden grime Zellen detektiert, handelt es sich um das Vorkommen von vermehrungsfahigen 
Zellen im Produkt. Das Produkt ist als mikrobiologisch kontaminiert einzustufen. 
Da bei dem Vorhandensein von griinen Zellen durch den vorgeschalteten Anreicherungsscliritt 
20 eine Ruckschlufifolgerung auf die Keimzahl im Ausgangsprodukt nicht erfolgen kann, ist das 
Verfahren als ja/nein bzw. nach Vorliegen entsprechender statistischer Daten als halbquantita- 
tiv einzustufen. Dies ist in der Regel fur eine Qualitatsbewertung ausreichend, da das iiberge- 
ordnete Ziel lautet „Nachweis der Abwesenheit von vermehrungsfahigen Keimen". 



25 

3. Prufung mittels Stammkeime im DEFT Verfahren 

> Probevorbereitung analog Punkt 1 durchfuhren (Produktprobe Texapon NSO, IMQ 
418935) 

> Negativkontrollen des verwendeten Anreicherungs-Mediums mitfuhren 

30 > 1 Probenreihe fur Nachweis der Stammkeime in Anwesenheit des Produktes einsetzen 

- Zugabe von 0,2 ml Stammkeimlosung (Verdunnung entsprechend 10-100 KBE/10 
ml) zu 20 ml Probelosung - Produkt bzw. Negativkontrolle imd homogen vermischen 

> 10 ml fur klassische Keimzahlbestimmung mittels Filtration (HIPCO-Verfahren) und 
Bebrutung des Filters auf CASO-Medium fur 3 - 5 Tage bei 30 - 35 °C 

35 > Restliche Menge fur Anreicherung und DEFT 24 h einsetzen. 

> Anreicherung und Bewertung des Tests analog Punkt 1 durchfuhren 

> Keine Wachstumstriibung oder C0 2 Bildung - DEFT Prufung 
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Probenbezeichnung 


Keimzahlbestimmung der ein- 
gesetzten Stammkeime im 
Filtrationsverfahren 

KBE/ pro Membranfilter bzw. 
pro 5 g anqereichertes Produkt 


Wachstum in Anreicherung 
und ggf. Ergebnis der DEFT-Prufung 
nach Anreicherung 

KBE pro Membranfilter bzw. pro 5 g 
anqereichertes Produkt 


Produktprobe — angerei- 
chert 


keine Zugabe 


Anreicherung: keine Trubung 
DEFT: vereinzelt grtinliche Kristalle, 
keine Mikroorqanismenzellen 


NeaativkontrollDrobe — 
Medium angereichert 


keine Zugabe 


Anreicherung: keine Trubung 
DEFT: vereinzelt grtinliche Kristalle, 
keine Mikroorqanismenzellen 


Produktprobe+ E. coli 
Stammlosung 


50 


Anreicherung: starke Wachstums- 
trubunq keine DEFT Prufunq moglich 


Kontrollprobe + E. coli 
Stammlosung 


51 


Anreicherung: starke Wachstums- 
trubung keine DEFT Prufunq moglich 


Produktprobe + Ps. aerugi- 
nosa Stammlosung 


46 


Anreicherung: keine Wachstums- 
trubung 

DEFT: > 1000 griine Zellen 


Kontrollprobe + Ps. aerugi- 
nosa Stammlosung 


50 


Anreicherung: starke Wachstums- 
trubung, keine Filtration und DEFT 
Prufung moqlich 


Produktprobe + Candida 
albicans 


21 


Anreicherung: keine Wachstums- 
trubung 

DEFT:> 1000(grune Zellen), 


Kontrollprobe + Candida 
albicans 


23 


Anreicherung: keine Wachstums- 
trtibung 

DEFT:> 1000(grune Zellen), 



Beispiel 2:Oualitatsaiialvse von nicht-filtrierbaren Produkten mit der beschriebenen 

Verfahrenskombination 

1. Probenvorbereitung 

10 Alle Arbeiten haben unter sterilen / aseptischen Bedingungen zu erfolgen. 

10 g einer zu untersuchenden Probe werden steril eingewogen und gemaB Ph.Eur. 2.6.12. 
bzw. 2.6.13 in 90 ml THLC1 -Bouillon mit geeigneten Hilfsmitteln - vorzugsweise einem han- 
delsublichen Stomacher Gerat - homogen vermischt. Von dieser Suspension werden 10 ml 
entsprechend 1 g der zu untersuchenden Probe in 100 ml CASO bzw. Sabouraud-Bouillon 

15 pipettiert. 

Es ist auch moglich, 10 ml der Suspension in BacT/ALERT® Flaschen (Lym-Flasche mit 20 
ml der jeweiligen Bouillon) zu uberffihren und in das BacT/ALERT® System einzusetzen, 
sofern die Probe nicht zur autokatalytischen Freisetzung von C0 2 neigt. . 
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Die Proben werden uber Nacht, maximal bis 24 Stunden, bei 30 -35 °C inkubiert, urn mikro- 
bielles Wachstum zu ermoglichen. 

2. Optische Prufung der Anreicherungskultur bzw. Auswertung des BacT/ALERT® 
5 Systems: 

Sofem die Anreicherung auf mikrobielle Kontamination hinweist (Bouillon-Triibung bzw. 
C0 2 Entwicklung im BacT/ALERT® -System), wird der qualitative FISH-Test durchgefuhrt 
und eine Unterscheidung zwischen gram-positiven und gram-negativen Zellen vorgenommen, 
was bereits einen ersten Hinweis auf die Kontaminationsquelle geben kaiin. Die weitere Diffe- 
10 renzierung der Keimspecies erfolgt entweder mit Ausstrich auf Selektivmedien oder in PGR 
Verfahren. 



3. Durchfuhrung des FISH Tests zur Prufung auf Anwesenheit von gram positiven und 
gram negativen Mikroorganismen (entsprechend Herstellerangaben) 

15 Proben vorbereitung 

> 100 jj.1 der Probe in EppendorfgefaB pipettieren 

> 4 Tropfen Solution B 2 zutropfen und mit Probe mischen (= fixieren) 

> Je 10 pi der fixierten Probe in die 5 Reaktionskammern (Feld 1, 2, 3 sowie die Positi- 
ve- und Negativkontrollfelder) auf den Objekttrager pipettieren 

20 > Objekttrager 30-60 min bei 35 - 37 °C inkubieren (trocknen) 

> 24 |il Breakerlosung auf Reaktionsfeld 3 pipettieren und bei Raumtemperatur fur 5 - 
10 min inkubieren 

> Je 1 Tropfen Breaker 4 auf Feld 3 und Breaker 2 auf Feld 2 tropfen und bei Raumtem- 
peratur fur 5 - 10 min inkubieren 

25 > VIT Reaktor mit demin Wasser fullen und Objekttrager waschen 

> Objekttrager 30-60 min bei 35 - 37 °C inkubieren (trocknen) 

> Je 1 Tropfen Solution B2 zutropfen 

> Objekttrager 30 - 60 min bei 35 - 37 °C iixkubieren 

30 Kontakt mit Sonden 

> Je 1 Tropfen „Positive Control" auf Feld 1 , 2 und 3 tropfen 

> 1 Tropfen 3 ,Negative Control" auf Negativ Kontrollfeld tropfen 

> 1 Tropfen ^Positive Control G" auf Positiv Kontrollfeld tropfen 

> Objekttrager in VIT Reaktor schieben und 1,5 - 2 h min bei 44 - 46 °C inkubieren 
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Waschen 

> Objekttrager aus Reaktor entnehmen 

> Reaktor mit warmen Waschpuffer fullen, Objekttrager einschieben und fur 15- 30 min 
5 bei 44 - 46 °C waschen 

> Waschpuffer verwerfen 

> Reaktor mit demineralisiertem. Wasser fullen und Obkjekttrager nachwaschen 

> Objekttrager trocken bei 44 - 46 °C fur 15 - 120 min 

10 Mikroskopische Auswertung 

> Reaktion stoppen mit Fixierfliissigkeit (Finisher) 

> Deckglas auflegen und im Fluoreszenzlicht unter dem Mikroskop mit 100 facher Ver- 
groBerung im SCAN Verfahren prttfen. 

> Hintergrund muss dunkel sein, Positiv und Negativkontrollen miissen eindeutiges Er- 
15 gebnis liefern, rot leuchtende Zellen werden als lebende Bakterien interpretiert 

Ergebnis: 

Feld 1 = Nachweis roten Zellen = gramnegative Mikroorganismen (z.B. Gattung Pseudomo- 
naden, Enterobacterien) 

20 Feld 2= Nachweis roten Zellen = grampositive Mikroorganismen (z.B. Gattung Lactobacil- 
len, Bacillus, Listeria,) 

Feld 3 = Nachweis roten Zellen = grampositive Mikroorganismen (z.B. Gattung Staphylococ- 
cus) 

25 Bei Auftreten von Autofluoreszenzen in der Probe muss der Vorgang wiederholt werden und 
Positive Control D zugesetzt werden. Die Zellen sind dann grim gefarbt, jedoch ansonsten 
keine Veranderung der Aussagen 

Angaben des Ergebnisses berechnet pro g Produkt und gemafi den produktspezifischen 
Grenzwerten. 

30 

4. Nachweis von Stammkeime mittels FISH Verfahren 

> Probevorbereitung analog Punkt 1 durchfiihren (Produktprobe Compound, IMQ 
322015) 

35 > 1 Probenreihe ffir Nachweis der Stammkeime in Anwesenheit des Produktes einsetzen 

- Zugabe von Stammkeimlosungen (Verdunnung der Keime entsprechend 10 - 100 
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KBE/1 g Produkt) zu 100 ml CASO-Bouillon - Produktprobe bzw. Negativkontrolle - 
und homogen vermischen 
> Anreicherung und Bewertung des Tests analog Punkt 2 durchfuhren 



Probenbezeichnung 


Theoretische Keimzahl 

der eingesetzten 
Stammkeime (berech- 
net) 

KBE pro g Produkt 


Ergebnis der FISH Prufung nach Anrei- 
cherung 

KBE pro g angereichertes Produkt 


Produktprobe - angereichert 


keine Zugabe 


Fish: Feld 1 bis 3 keine Mikroorga- 
nismenzellen nachweisbar 


Negativkontrollprobe - Medium 
anqereichert 


keine Zugabe 


Fish: Feld 1 bis 3 keine Mikroorga- 
nismenzellen nachweisbar 


Produktprobe+ E. coli Stamm- 
losung 


78 


Fish: Feld 1 - rote Zellen nachweis- 
bar 

Feld 2 bis 3 keine Mikroorganismen- 
zellen v 


Kontrollprobe + E. coli Stamm- 
losung 


78 


Fish: Feld 1 - rote Zellen nachweis- 
bar 

Feld 2 bis 3 keine Mikroorganismen- 
zellen nachweisbar 


Produktprobe + Ps. aeruginosa 
Stammlosung 


32 


Fish: Feld 1 - rote Zellen nachweis- 
bar 

Feld 2 bis 3 keine Mikroorganismen- 
zellen nachweisbar 


Kontrollprobe + Ps. aeruginosa 
Stammlosung 




rlSn. PtJILl J- I ULC £.dlGII 1 laU IWCD 

bar 

Feld 2 bis 3 keine Mikroorganismen- 
zellen nachweisbar 


Produktprobe + Staphylococcus 
aureus 


98 


Fish: Feld 3 - rote Zellen nachweis- 
bar 

Feld 1 und 2 keine Mikroorganismen- 
zellen nachweisbar 


Kontrollprobe +Staphylococcus 
aureus 


98 


Fish: Feld 3 - rote Zellen nachweis- 
bar 

Feld 1 und 2 keine Mikroorganismen- 
zellen nachweisbar 



5. Bewertung 

Da bei dem Vorhandensein von Zellen durch den vorgeschalteten Anreicherungsschritt eine 
10 RuckschluBfolgerung auf die Keimzahl im Ausgangsprodukt nicht erfolgen kann, ist das Ver- 
fahren als ja/ nein einzustufen. Dies ist in der Regel fur eine Qualitatsbewertung ausreichend, 
da das iibergeordnete Ziel lautet „Nachweis der Abwesenheit von vermehrungsfahigen Kei- 
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Patentanspruche 



1) Qualitatssicherungssystem zum Nachweis von vermehrungsfahigen Mikroorganismen 
enthaltend, 

a) ein System zur Anreicherung von Mikroorganismen in einer Probe in einer "Uber- 
nachtkultur" entsprechend 8 bis 24 Stunden Kultivierung unter Standardbedingun- 
gen gemaB internationalen Arzneimittelgesetzbuchern (beispielsweise Ph.Eur.) 5 Le- 
bensmittelgesetzgebungen, Kosmetikverordnungen oder gemaB anderer marktubli- 
cher Indirektmethoden, 

b) ein Kit (aus dem englischen = Baukasten, Bausatz) zum Nachweis lebender, gescha- 
digter oder toter Mikroorganismen in filtrierbaren und/oder nichtfiltrierbaren Pro- 
dukten, enthaltend 

i) mindestens ein Reagenz enthaltend einen Induktor und ein Fluoreszenzreagenz 
das bei lebenden Zellen zur Bildung eines bestimmten Enzyms fuhrt, welches 
durch Reaktion mit einem spezifischen Fluoreszenzreagenz einen Fluoreszenz- 
farbstoff freisetzt, der detektierbar wird, 

ii) mindestens eine Nucleinsauresonde zum Nachweis von Mikroorganismen iiber 
in-situ Hybridisierung wobei die Nucleinsauresonde an einem Fluoreszensmar- 
ker gebunden ist, 

bei dem eine Nachweisgrenze ftir vermehrungsfahige Mikroorganismen von < 10 CFU/g 
erreicht wird. 

2) Qualitatssicherungssystem gemaB Anspruch 1, bei dem eine Nachweisgrenze fur ver- 
mehrungsfahige Mikroorganismen von < 1 CFU/g erreicht wird. 

3) Kit gemafl Anspruch 1, wobei das Reagenz aus b i) fur filtrierbare flxissige Proben und 
Produkte oder ftir filtrierbare fliissige Anteile der zu untersuchenden Proben und Pro- 
dukte zum Nachweis von lebenden und indirekt zum Nachweis von toten Mikroorga- 
nismen eingesetzt werden kann. 

4) Kit gemaB Anspruch I, wobei die Nucleinsauresonde aus b ii) sowohl ftir filtrierbare 
fliissige Proben und Produkte als auch fur nichtfiltrierbare Proben und Produkte als auch 
fur Gemische aus filtrierbaren und nichtfiltrierbaren Proben und Produkten zum Nach- 
weis von lebenden Mikroorganismen eingesetzt werden kann. 
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5) Qualitatssicherungssystem nach einem der Anspriiche 1 bis 4 zum Nachweis von gram 
pos. und /oder gram neg. Bakterien und/oder Hefen und/oder Schimmelpilzen und/oder 
Algen. 

6) Verwendung von Qualitatssicherungssystemen gemaB einem der Anspriiche 1 bis 5 zum 
Nachweis von Mikroorganismen und zur Qualitatstiberprufung von filtrierbaren 
und/oder nichtfiltrierbaren Produkten sowie zur Beurteilung des Hygienezustandes von 
Produktionsanlagen, wobei eine Nachweisgrenze von < 10 CFU/g erreicht wird. 

7) Verwendung von Qualitatssicherungssystemen nach einem der Anspriiche 1 bis 5 zum 
Nachweis von Mikroorganismen zur Qualitatsuberprufung von filtrierbaren und/oder 
nichtfiltrierbaren Produkten ausgewahlt aus der Gruppe, die gebildet wird aus Rohpro- 
dukten, Kosmetikprodukten, pharmazeutischen Zubereitungen, Nahrungsmitteln, Nah- 
rungserganzungsmitteln, Getranken, TextilMlfsmitteln, Wasch- und Reinigungsmitteln 
sowie Farben und Lacke. 

8) Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in filtrierbaren und/oder nichtfiltrierba- 
ren Produkten bei dem ein Qualitatssicherungssystem gemaB einem der Anspriiche 1 bis 
5 angewendet wird, indem man die Proben 

a) zur Anreicherung von Mikroorganismen in einer "Ubemachtkultur" entsprechend 8 
bis 24 Stunden kultiviert unter Standardbedingungen gemaB internationalen Arz- 
neimittelgesetzbuchern, Lebensmittelgesetzgebungen 5 Kosmetikverordnungen oder 
gemaB marktiiblicher Indirektmethoden und 

b) ein Kit zum Nachweis lebender, geschadigter oder toter Mikroorganismen in filtrier- 
baren und/oder nichtfiltrierbaren Proben oder Produkten anwendet, indem man die 
angereicherte Probe 

i) mit einem Reagenz enthaltend einen Induktor und ein Fluoreszenzreagenz inku- 
biert, welches in den Zellen die Bildung eines speziellen Enzyms induziert und da- 
bei aus einem Fluoreszenzreagenz eine fluoreszierende Verbindung entstehen lasst, 
und/oder 

ii) nach Fixieren der Bakterien diese mit einer Nucleinsauresonde inkubiert, welche 
mit einem Fluoreszensmarker versehen ist um eine Hybridisierung herbeizufuhren 
und 

c) die Fluoreszens der Proben detektiert und mit der Anzahl der Zellen korreliert wobei 
die Anzahl der Zellen bestimmbar wird und beim Einsatz von b) i) zwischen toten 
und lebenden Zellen unterschieden werden kann. 
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